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(57) Abstract 

The invention describes DNA fragments and vectors containing genes which code for enzymes responsible for the biosynthesis of 
L-carnitine, micioorgamsms which contain these DNA fragments or vectors and a microbiological process for producing L-camitine using 
said microorganisms. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindun* bescfarcibt DNA-Fragmente und Vcktoren, die Gene enthalten, die fur Enzyme codiercn, die fur die Biosynthese von 
L-Camitin vtrantwonlich sind MUcroorgamsroen, die diese DNA-Fragmente bzw. Vektoren enthalten, and ein mikrobiologiscbes Verfahicn 
zur Herstellung von L-CamitiD unter Verwendung dicser Mtooorgamsmen. 
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Bene fur den Butvrobetain/Crotonobe fcain-L-Camitin-Stof fwech- 
sel und ihre Verwftnduna zur mikrobioloaischen Herstelluna von 

T,-Carnitin 



Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinantes genetisches 
Material zur Expression der Gene des Butyrobetain/Crotono- 
betain-L«-Carnitin-Stoffwechselweges, Mikroorganismen, die 
10 dieses rekombinante genet ische Material enthalten, und die 
Verwendung solcher Mikroorganismen in einem biotechnologischen 
Verfahren zur Herstellung von L-Carnitin. 

L-Carnitin ist eine naturliche, vitaminartige Substanz von 
15 groBer Bedeutung im menschl i chen stoffwechsel. Essentiell ist 

L-Carnitin bei der Verwertv von Fettsauren als Transmitter- 
substanz der mitochondrials Membran und somit als Transpor- 
teur metabolischer Energie. Wird L-Carnitin in ungenugender 
Menge vom Organismus synthetisiert, mufi es zur Vermeidung von 
20 Mange lerscheinungen notwendigerweise mit der Nahrung zugeftthrt 
werden. Speziell bei der ErnShrung von Kleinkindern, die noch 
nicht zur eigenen L-Carnitin-Biosynthese in der Lage sind, 
stellt L-Carnitin einen essentiellen Nahrstoff dar. 

25 L-Carnitin-Praparate werden als aktive Bestandteile pharmazeu- 
tischer Produkte eingesetzt. Angezeigt ist die Supplementie- 
rung mit L-Carnitin bei Carnitinmangel und weiteren therapeu- 
tischen Indikationen, speziell bei Herzerkrankungen, etc. 

30 Die Biosynthese von L-Carnitin in hoheren Organismen ist be- 
kannt, weitere Funktionen im und Bedeutung fur den Stoffwech- 
sel sind Objekte intensiver Forschungsarbeit. Neben einem 
Stoffwechselweg, welcher fur Mikroorganismen speziell der 
Gattung Pseudomonas beschrieben wird (fl-Butyrobetain-Hydrox- 

35 ylase-Katalys , Lindstedt et al. f Biochemistry 16, 2181-2188, 
1977) , wird L-Carnitin als Stof fwechselintennediat von gewis- 
sen Mikroorganismen, z.B. von Agrobacterium/Rhizobium sp. 
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gebildet . 

Aus der EP-A-0 158 194 ist ein Verfahren zur mikrobiologischen 
Herstellung von L-Carnitin, ausgehend von z.B. ^j-Butyrobetain 
5 bekannt, bei welchem iiber traditionelle mikrobiologische Se- 

lektionsverf ahren eine L-Carnityl-Dehydrogenase negative Pro- 
duktionsmutante erhalten wird, mit der innerhalb einer Umset- 
zungszeit von 20 bis 30 Stunden schon relativ gute Ausbeuten 
an L-Carnitin erhalten werden. Eine weitere Optimierung dieses 
10 Verfahrens beziiglich der Volumen-/Zeit-Ausbeuten ist aber mit 

dieser klassischen mikrobiologischen Methode nicht moglich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein wirt- 
schaf tlicheres biotechnologisches Verfahren zur Herstellung 
15 von L-Carnitin bereitzustellen, wobei L-Carnitin in wesentlich 
kiirzerer Umsetzungszeit mit noch besseren Ausbeuten erhalten 
wird. 

Untersuchungen zum ^-Butyrobetain/Crotonobetain-Stof fwechsel 
20 fiihrten zur Identif izierung von funf Genen, bcoA/B, bcoC, 

bcoD, bco E und bcoT, die fiir Enzyme des #-Butyrobetain/Croto- 
nobetain-Stoffwechselweges codieren und i.a. in einem Operon, 
dem sog. Butyrobetain-L-Carnitin-Operon (bco) , enthalten sind. 
Hierbei bedeuten 

25 

bcoA/B: 



30 

bcoC: 
bcoD: 
bcoE: 
bcoT: 

35 

Es wurde gefunden, daB die Genprodukte der Gene bcoA/B, bcoC 
und bco D fur die Biosynthese des L-Carnitins verantwortlich 



ein #-Butyrobetain-CoA-Synthetase(bcoA) /Crotonobe- 
tain-CoA-Synthetase(bcoB)-Gen, d.h. ein einziges 
Gen, das fiir ein Enzymprodukt codiert, das sowohl 
£-Butyrobetain-CoA-Synthetase-Aktivitat als auch 
Crotonobetain-CoA-Synthetase-Aktivitat besitzt . 
ein £ -Butyrobetain-CoA-Dehydrogenase-Gen 
ein Crotonobetain-CoA-Hydrolase-Gen 
ein L-Carnityl-Dehydrogenase-Gen; und 
ein potentielles Gen des Transportsystems . 
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den Abbau des Stof fwechselintermediats L-Carnityl-CoA zu Be- 
tain bewirkt. Bei bco T handelt es sich vermutlich um ein Gen, 
das ftir ein Transportprotein eines dem Butyrobetain- 
Stof fwechsel zugeordneten Transportsystems codiert. Dieses Gen 
ist fur die L-Carnitin-Biosynthese nicht essentiell. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind demnach DNA-Frag- 
mente und Vektoren, die eines oder mehrere der im ^-Butyrobe- 
tain/ Crotonobetain-Stof fwechsel ftir die Enzyme der Biosyn- 
these von L-Carnitin codierenden Gene bcoC, bcoA/B und bco D 
und gegebenenfalls zusStzlich das potentielle Transportgen 
bco T umfassen. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Mikroorganismen, die 
diese DNA-Fragmente bzw. Vektoren enthalten. Ein weiterer 
Gegenstand ist ein biotechnologisches Verfahren zur Herstel- 
lung von L-Carnitin unter Verwendung der erf indungsgemaBen 
Mikroorganismen . 

Die Bezeichnungen bcoA /B. bco C. bcoD und bco T P wie sie hier 
in der Beschreibung und den Anspriichen verwendet werden, um- 
fassen def initionsgemaB sowohl die Gene von Wildtyp-Organis- 
men, die fur die Enzyme des #-Butyrobetain/Crotonobetain-L- 
Carnitin-Stof fwechsels mit den oben genannten EnzymaktivitSten 
codieren, insbesondere die Gene des Butyrobetain-L-Carnitin 
(bco) -Operons, als auch deren funktionell aquivalente geneti- 
sche Varianten und Mutanten, d.h. Gene, die sich von den Genen 
der Wildtyp-Organismen ableiten und deren Genprodukte in ihrer 
biologischen Funktion im wesentlichen unverandert sind. Die 
funktionell Sguivalenten genetischen Varianten und Mutanten 
umfassen somit beispielsweise Basenaustausche im Rahmen der 
bekannten Degeneration des genetischen Codes, vie sie z. B. 
kiinstlich erzeugt werden konnen, um die Gensequenz an die 
bevorzugte Codon-Verwendung eines bestimmten Mikroorganis- 
mus, in dem eine Expression erfolgen soil, anzupassen. Die 
Varianten und Mutanten umfassen ferner Deletionen, Insert ionen 
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und Substitutionen von Basen Oder Codons, soweit sie die Gen- 
produkte derart veranderter Gene in ihrer biologischen Funk- 
tion im wesentlichen unverandert lassen. UmfaBt werden hier- 
durch beispielsweise Gensequenzen, die zu den Wildtypsequen- 
5 zen eine hohe Homologie, beispielsweise hoher als 70% aufwei- 

sen und unter stringenten Hybridisierungsbedingungen, z.B. bei 
Temperaturen zwischen 50 und 70°C und bei 0,5 bis 1,5M Salz- 
anteil mit dem Komplement der Wildtypsequenzen zur Hybridisie- 
rung in der Lage sind. 

10 

Unter dem Begrif f Transkriptionseinheit, wie er hier verwendet 
wird, werden DNA-Sequenzen verstanden, in denen Gene in einer 
Transkriptionsrichtung angeordnet sind und unter gemeinsamer 
Transkriptionskontrolle in ein durchgehendes Transkript tiber- 
15 schrieben werden, wobei die DNA-Sequenzen neben den Genen zu- 

satzlich iiber zur Genexpression erf orderliche genetische Kon- 
trollelemente wie Promotoren und Ribosomenbindungsstellen 
verfiigt. 

20 Die Erfindung wird durch die nachf olgenden Abbildungen nSher 

erlautert. 

Fig. 1 zeigt die Enzyme des #-Butyrobetain- bzw. des Crotono- 
betain-L-Carnitin-Stof fwechselweges, 

25 

Fig. 2 zeigt die Restriktionskarte eines 10,6 kb-DNA-Fragments 
aus Rhizobium/Agrobacterium mit dem bco-Operon. 

Fig. 3 und Fig. 4 zeigen Plasmid pVK 1011 bzw. pAZlOl; Pfeile 
3 0 geben die Lage und die Orientierung der bco-Gene und der beu - 

Gene (Betain-verwertende Gene; EP-A-0 543 344) an. Der Insert- 
anteil der Plasmide ist fett dargestellt. 

Fig. 5 zeigt Plasmid pCC49 als mogliches Ausgangsmaterial zur 
35 Herstellung eines recA^-Wirtsstammes. 
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Fig. £ zeigt das Kcr.strukticnscchcma fiir die Flasmide pVKlGII, 
pAZlOl, pVK lOOq und pA27. 

Fig, 7 zeigt ein Konstruktionsschema fiir einen recA'-Wirts- 
5 stamm . 

Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung der Gene bcoA/B, bco C 
bcoD und bco T des £-Butyrobetain-/Crotonobetain-L-Carnitin- 
Stof fwechselweges konnen alle Mikroorganismen dienen, die 

10 Butyrobetain und/oder Crotonobetain gemSB Fig. 1 verstoffwech- 
seln- Beispiele geeigneter Stamme sind Mikroorganismen der 
Gattungen Escherichia , Pseudomonas, Aarobacterium , Rhizobium 
und Aarobacterium / Rhizobium . wobei letztere bevorzugt werden. 
Ein Beispiele fiir einen bevorzugten Mikroorganismus der Gat- 

15 tung Aarobacterium / Rhizobium ist ein Mikroorganismen der Spe- 

zies Aarobacterium / Rhizobium sp. HK4 (DSM 2938) , wie er be- 
reits in der EP-A-0 158 194 beschrieben wurde. Besonders be- 
vorzugt werden Mikroorganismen verwendet, die bereits Carni- 
tin-Dehydrogenase negativ sind, also beispielsweise kein oder 

20 nur ein defektes bco E Gen (im folgenden auch als bco E 1 be- 

zeichnet) besitzen. Beispiele fiir bevorzugte Carnitin-Dehy- 
drogenase negative Mikroorganismen sind Mikroorganismen der 
Spez ies Aarobacterium / Rhizobium so. HK1 3 ( DSM 2903) und 
HK1331b (DSM 3225), die bereits in der EP-A-0 158 194 be- 

25 schrieben sind, oder der Spezies Aarobacterium / Rhizobium sp. 

HK1349 (DSM 3944), der in der EP-A-0 543 344 beschrieben ist. 

Die Gene bcoA/B, bcoC, bco D und bco T des ^-Butyrobetain/ Croto- 
nobetain-L-Carnitin-Stof fwechsels konnen im Chromosom eines 

30 Mikroorganismus lokalisiert werden, indem man die Mikroorga- 

nismen beispielsweise einer Transposon-Insertionsmutagenese 
unterwirft und dadurch die Gene des ^-Butyrobetain/Crotonobe- 
tain-L-Carnitin-Stof fwechsels mit einem geeigneten Marker, 
beispielsweise einer Kanamycin (Km) -Resistenz markiert. An- 

35 schlieBend kSnnen derart markierte Mutanten, die Intermediate 
des Butyrobetain-Stof fwechsels nicht mehr verwerten konnen, 
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isoliert werden. Auf diese Weise konnen die Gene des£-Butyro- 
betain/Crotonobetain-L-Carnitin-Stoffwechsels identif iziert 
und in ihrer Funktion zugeordnet werden. Die markierten Gene 
konnen dann kloniert und mit geeigneten Restriktionsenzymen 
naher charakterisiert werden. Die Isolierung der intakten Gene 
bzw. der erf indungsgemaBen DNA-Fragmente kann anschlieBend 
ausgehend von einer Genbank eines entsprechenden unmutierten 
Mikroorganismus erfolgen, aus der die bco-Gene oder Fragmente 
davon durch Hybridisierung mit den wie oben erhaltenen klo- 
nierten Genen des mutagenisierten Stammes in bekannter Weise 
isoliert und identif iziert werden kSnnen. Die erhaltenen Gene 
konnen dann in die gewiinschten Vektoren kloniert und mit Hilf e 
von Restriktionsenzymen kartiert werden. 

Fur die Biosynthese von L-Carnitin sind nur die Gene bco A/B. 
bco c und bco D verantwortlich. Dementsprechend ist fiir die Pro- 
duktion von L-Carnitin auch nur die Anwesenheit dieser Gene 
erf order lich. Abhangig von den gewahlten Ausgangsbedingungen, 
beispielsweise dem gewahlten Ausgangsmaterial oder dem gewShl- 
ten Produktionsstamm, konnen die bei der L-Carnitin-Produktion 
eingesetzten DNA-Fragmente und Vektoren eines oder mehrere der 
Gene der L-Carnitin-Biosynthese enthalten. 

Neben den Genen bcoA/B, bco C und bcoD konnen die erf indungs- 
gemaBen DNA-Fragmente und Vektoren falls gewunscht auch das 
potentielle Transportgen bco T umfassen. 

Die Anwesenheit eines L-Carnityl-Dehydrogenase-Gens, also 
eines bcoE-Gens, ist unerwiinscht, da in dessen Gegenwart ein 
Abbau von L-Carnitin erfolgt. Die Anwesenheit eines defekten 
bcoE-Gens ( bco E 1 ) ist jedoch unschadlich. 

ZweckmSBig liegen die Gene fiir die L-Carnitin-Biosynthese, 
nSmlich bcoC, bco A/B und bco D und gegebenenf alls das poten- 
tielle Transportgen bco T. fllr die Anwendung bei der Produktion 
von L-Carnitin gemeinsam auf einem DNA-Fragment Oder Vektormo- 
lekiil vor, und zwar bevorzugt, in konventioneller 5 1 -3' -Rich- 
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tung stromabvarts von den genregulatorischen Elcmcnt^n, in dar 
Reihenfolge bcoC, bcoA /B und bco D bzw. bco C. bcoA/B, bco D und 
bcoT und in einer einzigen, wie oben definierten Transkrip- 
tionseinheit, entsprechend der Anordnung im natiirlich auftre- 
5 tenden Butyrobetain-L-Carnitin-Operon . Die Gene bcoC, bcoA/B, 

bco D und bcoT einer solchen Transkriptionseinheit konnen bei- 
spielsweise durch die entsprechenden Abschnitte der Restrik- 
tionskarte der Fig, 2 gekennzeichnet werden. 

10 Die Transkription bzw. Expression der bco-Gene erfolgt zweck- 
maBig unter der Kontrolle eines bevorzugt starken geeigneten 
Promotors. Die Wahl des Promotors hangt von den gewiinschten 
Expressionsbedingungen ab, beispielsweise davon, ob eine kon- 
stitutive oder induzierte Expression gewiinscht wird, oder von 

15 dem Mikroorganismus, in dem die Expression erfolgen soli. Ein 

geeigneter Promotor ist beispielsweise der Promotor P bco des 
natiirlichen Butyrobetain-L-Carnitin Operons. Erfolgt die Iso- 
lierung der fur die L-Carnitin-Biosynthese verantwortlichen 
bco -Gene beispielsweise aus einem Mikroorganismus mit einem 

20 defekten bcoE-Gen (bcoE 1 ) , so kann beispielsweise vorteilhaft 
das gesamte bco -Qperon mit dem bco E 1 -Gen und den zugehSrigen 
genregulatorischen Elementen aus di^sen Mikroorganismen iso- 
liert und kloniert werden und anschlieBend zur Produktion von 
L-Carnitin in geeigneten Mikroorganismen eingesetzt werden. 

25 Eine derartige Transkriptionseinheit mit einem mutierten bco E- 

Gen, wie sie beispielsweise aus Rhizobium / Aqrobacterium HK1349 
isoliert werden kann, laBt sich gegebenenf alls ebenfalls durch 
die in Fig. 2 wiedergegebene Restriktionskarte charakterisie- 
ren, wenn der Defekt in bco E beispielsweise lediglich auf eine 

30 Punktmutation zuruckzufiihren ist und keine Restriktions- 

schnittstelle betrifft. Weitere zur Expression geeignete Pro- 
motoren sind beispielsweise die Promotoren P Nm , P s ^ (M. Labes 
et al., Gene, 89., 37-46, 1990), der trp -Promotor (Amann et 
al. , Gene, 25., 167-178, 1983), der lac -Promotor (Amann et 

35 al., Gene, 25, 167-178, 1983) und der tac- Promotor, ein Hybrid 

aus den genannten trp - und lac '-Promotoren . der als konstituti- 
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ver Oder induzier barer Promotor eingesetzt werden kann (Rus- 
sell und Bennett, Gene, 20, 231-243, 1982). 

Zur Verwendung bei der Produktion von L-Carnitin in einem 
geeigneten Produktionsstamm verden die erf indungsgemSBen DNA- 
Fragmente, die die genannten bco-Gene, bevorzugt gemeinsam in 
einer einzigen Transkriptionseinheit, umfassen, zweckmaBig mit 
Hilfe bekannter Techniken in bekannte geeignete Vektoren, 
insbesondere Express ionsvektoren, beispielsweise Phagen oder 
Plasmide, eingebaut. Als Vektoren kbnnen autonom und selbst- 
replizierende Vektoren oder auch sog. Integrationsvektoren 
verwendet werden. Unter einem Integrationsvektor wird hierbei 
eiri'Vektor, beispielsweise ein Plasmid verstanden, welcher 
mindestens eine zur genomischen Sequenz des Rezipientenstammes 
homologe Sequenz auf weist und durch homologe Rekombination mit 
dieser Sequenz ein Einschleusen von Fremdgenen in das Genom 
des Rezipientenstamms erlaubt. Bevorzugt werden autonom und 
selbstreplizierende Vektoren verwendet. 

Abhangig von der Art der gewahlten Vektoren konnen die Gene 
fiir die Enzyme der L-Camitin-Biosynthese in verschiedenen 
Organismen exprimiert werden. Als Vektoren eignen sich sowohl 
Vektoren mit spezifischem Wirtsspektrum als auch Vektoren mit 
breitem Wirtsspektrum ("broad host range") und die oben be- 
s chr i ebenen I nt egr a t i ons vektoren . 

Als "broad host range" Vektoren konnen alle Vektoren einge- 
setzt werden, die fiir Gram-negative Bakterien geeignet sind. 
Beispiele fiir solche "broad host range "-Vektoren sind pVKlOO 
(Knauf und Nester, Plasmid, 8, 45-54, 1982), pME285 (Haas und 
Itoh, Gene, 26, 27-36, 1985) und pKT240 (Bagdasarian et al., 
Gene, 26, 273-282, 1983) oder deren Derivate. Als Derivat von 
pVKlOO kann beispielsweise pVKlOOl, als Derivat von pME285 
beispielsweise pAZIO und als Derivat von pKT240 beispielsweise 
pL032 (wie bereits beschrieben in der EP-A-0 543 344) verwen- 
det werden. 
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Als Infcegr^tionBvektoren,- im Falle von Rh i z cb iuis / Ac?r cba c t s = 
rium . konnen Vektoren auf der Basis von pACYC184 Oder pBR322 
(Comai et al., Plasmid, AO, 21-30, 1983) verwendet werden. 

.. *. i • 

5 Auf diese Weise wurden beispielsweise die Plasmide pVKlOOq, 
pVKlOll (Fig, 3), pAZ7, pAZ7::beu, pAZlOl (Fig. 4) und pL041 
erhalten. Plasmid pVKlOOq wurde am 16.11.1993 bei der Deut- 
schen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D- 
38124 Braunschweig, Mascheroderweg lb, in Rhizobium / Acrrobac- 
10 terium HK1349 unter der Hinterlegungsnummer DSM 8726 hinter- 
legt. 

Zur Herstellung der Produktionsstamme fiir die Fermentation, 
d.h. der stamme fiir die L-Carnitin-Produktion, miissen die 

15 erf indungsgemaBen DNA-Fragmente bzw. Vektoren in die gewiinsch- 

ten L und zur Expression geeigneten wirtsstSmme eingebracht 
werden. ZweckmaBig werden die Mikroorganismen hierzu in iibli- 
cher und an sich bekannter Weise mit den die erf indungsgemaBen 
DNA-Fragmente enthaltenden Vektoren transf ormiert. Die Mi- 

20 kroorganis^en konnen das erf indungsgemaBe DNA- Fragment dann 

entweder auf einem Vektormolekul Oder integriert in ihrem 
Chroroosom enthalten. 

Als Produktionsstamme sind alle Mikroorganismen geeignet, die 
25 befahigt sind, aus Crotonobetain und/oder ^-Butyrobetain L- 
Carnitin zu produzieren und deren Fahigkeit zum Abbau (Katabo- 
lismus) von L-Carnitin ganz oder teilweise gehemmt ist. Mi- 
kroorganismen, die in ihrem L-Carnitin-Katabolismus gehemmt 
sind, sind beispielsweise St&mme, die Carnitin-Dehydrogenase- 
30 negativ sind, d.h. Stamme in denen das Carnitin-Dehydrogenase- 

Gen bco E z.B. durch Mutation oder Deletion ausgeschaltet ist, 
und/oder Stamme, die L,D-Carnitin-Racemase-negativ und L-Car- 
nitin-Dehydratase-negativ sind. 

35 Geeignete Wirtsstamme, vorzugsweise Stamme mit hoher Substrat- 

und Edukt-Toleranz sind beispielsweise Mikroorganismen der 
Gattungen Escherichia , Pseudomonas , Aorobacter ium . Rhizobium . 
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Comamonas und Rhizobium / Acxrobacterium . wobei letztere bevor- 
zugt sind. Mikroorganismen der bereits oben beschriebenen 
Spezies Rhizobiuro / Aqrobacterium sp. HK13, HK1331b und HK1349, 
sowie der Spezies HK1349.4 (wie beschrieben in der EP-A-0 543 
5 344) sind besonders bevorzugt. 

Es wurde aufierdem gefunden, daB die Ausbeute an L-Carnitin 
noch weiter verbessert werden kann, wenn die Fahigkeit des 
Wirtsstamras zur Rekombination , also seine Rekombinationsten- 

10 denz und Rekombinationsf requenz, herabgesetzt ist. Dadurch 

wird eine Rekombination mit dem Vektor aufgrund chromosoma- 
ler Homologie eingeschrSnkt. Die Rekombinationsf ahigkeit des 
Wirtsstamms kann beispielsweise in bekannter Weise durch ge- 
zielte Mutation seines recA-Gens (recA-Mutation) herabgesetzt 

15 werden. Besonders bevorzugte in ihrer Rekombinationsf ahigkeit 

beeintrachtigte Mikroorganismen sind Mikroorganismen der Spe- 
zies Rhizobium / Aqrobacterium sp. . beispielsweise der erfin- 
dungsgemaB wie nachstehend beschrieben erhaltene StSnune der 
Spezies Rh i z obium / Aar obact er ium HK1349.49. 

20 

Geeignete ProduktionsstSmme sind somit beispielsweise Mikroor- 
ganismen der Spezies Rhizobium / Aqrobacterium HK13AQ, HK1349.4 
und HK1349.49, jeweils enthaltend Plasmid pVKlOOq, pVKlOOl, 
pAZ7, pAZ7::beu, pAZlOl Oder pL041. 

25 

Die Isolierung der transf ormierten Wirtsstamme (Produktions- 
stamme) kann aus einem selektiven Nahrmedium erfolgen, dem ein 
Antibiotikum zugesetzt wird, gegen das die Stamme durch ein 
auf dem Vektor oder DNA-Fragment bef indliches Markergen resi- 

30 stent ist. Werden als Produktionsstamme Mikroorganismen gemaB 

der EP-A-0 543 344 verwendet, d.h. Mikroorganismen, die in 
ihrem chromosomalen, fur die Betain-Verwertung kodierenden Gen 
mutiert und mit einem Plasmid transf ormiert sind, das das fur 
die Betain-Verwertung kodierende Gen enthalt, kann auch be- 

35 ziiglich der Betain-Verwertung selektioniert werden. Beispie- 

le fur beziiglich der Betain-Verwertung selektionierbare Mi- 
kroorganismen sind die bereits erwahnten HK1349.4 und 
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HK1349.49.. die beispielsweise Plasmid pL041 ; pAZloi- pAZ7? ?beu 
oder pVKlOll enthalten. 

Die biotechnologische Herstellung von L-Carnitin erf olgt unter 
5 Verwendung der Mikroorganismen, die die erf indungsgemaBen DNA- 
Fragmente bzw. Vektoren enthalten. Das Verfahren zur Herstel- 
lung von L-Carnitin erf olgt nach an sich bekannten Methoden, 
z.B. wie in der EP-A-0 158 194 beschrieben, ausgehend von z.B. 
^-Butyrobetain in Gegenwart einer geeigneten Kohlenstoff- und 

10 Stickstoff -Quelle. Als Kohlenstoff- und Stickstoff -Quelle 

konnen beispielsweise Glutamat, Acetat und Betain, Oder Glyce- 
rin und Betain eingesetzt werden. Wird die biotechnologisch 
Herstellung mittels bezuglich der Betain-Verwertung selektio- 
nierbarer Mikroorganismen durchgef uhrt , wird als einzige 

15 Stickstoff quelle Betain verwendet. 

Die Fermentation und die anschlieBende Isolation von L-Carni- 
tin kann analog zu dem in der EP-A-0 158 194 beschriebenen 
Verfahren erfolgen. 

20 

Durch Variation der Nahrstoffe im Medium und durch Anpassen 
der Fermentationsbedingungen an den jeweiligen Mikroorganismus 
in Ublicher Weise kann die Ausbeute an L-Carnitin weiter ver- 
bessert werden. 

25 

BEISPIEL 1 

Erzeuauna von Transp: son-Insert ionsmutanten fTn5^ und ihre 
phanotvpische Identif izieruna 

30 Der Wildtyp-Stamm Rhizobium- / Aarobacter ium HK4 (DSM 2938, EP- 

B 0 158 194) wurde durch Selektionsdruck zur Entwicklung einer 
Spontanresistenz gegeniiber Streptomycin (Sm, 1000 tig/ml) ge- 
bracht. Diese Resistenz war nachweisbar iiber 50 Generationen 
ohne Selektion stabil und wurde als Selektionsmarker verwen- 

35 det. 

0,2 al einer Tn5-Donorkultur , von E. coli S17-l/pSUP2021 (R. 
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Simon et al., Biotechnology, 1983, l, 784-790), wurden mit 2 
ml der Rezipientenkultur HK4 vermischt und zentrifugiert . Die 
Zellen wurden in 0,9% Saline (NaCl-Losung) gewaschen und in 
100 /il 0,9% Saline resuspendiert. Die Konjugation des Rezi- 
pientenstammes mit dem Donorstamm erfolgte tiber Nacht bei 30 °C 
auf trockenem Nutrientagar. Die geernteten Zellen wurden in 
Verdunnungen auf Selektionsmedium fiir Rezipient (Sm R ) und 
Transposon (Neomycin-Resistenz (Nm R ) ) plattiert. 

Tn5-Mutanten wurden auf Nutrientagar mit Sm (1000 /xg/ml) und 
Nm (100 Mg/ml) erhalten. Die phanotypische Identif izierung 
der Mutanten gelang iiber den Nachweis der Nichtverwertung der 
Butyrobetain-Stoffwechselintermediaten gemaB Fig, l als Koh- 
lenstoff (C-) -Quelle in Minimalmedium. 

BEISPIEL 2 

Klonierunq der Tn5-marki erten DNA-Fraomente aus dem HK4— Genom 

Isolierte genomische DNA von Tn5-mutiertem HK4 (5 jig) wurde 
vollstandig mit EcoRI (4 U//zg) verdaut. pBR325 (2,5 /ig) (Gene, 
1977, 2, 95-113) wurde nach vollstandiger Verdauung durch 
EcoRI mit alkalischer Phosphatase behandelt. Rekombinante 
Hybridplasmide wurden nach Vermischen von genomischer DNA und 
PBR325 mit T4 -DNA-Ligase (0,2 U (Units) / /xgDNA) in 400 /il Liga- 
tionspuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7,2, 10 mM DTT (Dithiothrei- 
tol), 10 mM MgCl 2 , 0,6 mM ATP) und Inkubation tiber Nacht bei 
12 °C erhalten. 

Aliquots des Ligationsgemisches wurden zur Transformation 
(Cohen et al., 1972, PNAS 69, 2110-2114) von E.coli ED 8654 
(Barek et al., Mol. Gen. Genet., 146, 199 - 207, 1976) einge- 
setzt. Transf ormanten wurden in Nutrientmedium auf ihre Resi- 
stenz gegen Ampicillin (Ap, 100 Mg/ml) und Kanamycin (Km, 25 
/xg/ml) selektioniert. Alle selektionierten Hybridplasmide 
trugen ein HK4-Insert, welches mit Tn5 markiert war. Die In- 
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Scits wurden filic v e i" s c I a x t: d c: u e Res hiriki; ions enzyme , entsprechend 
der Restriktionskarte in Fig. 2, kartiert. Vergleiche der 
Restriktionskarten belegten die Transposoninsertion im glei- 
chen genomischen Fragment bei einer Reihe von Tn5-Mutanten mit 
5 unterschliedlichem PhSnotyp. 

Bestatigung dieser Beobachtung konnte durch Southerr Blot- 
Hybridisierung ("Gentechnische Methoden", herausgegeben von 
S. Bertram und H.G.-Gassen, G. Fischer Verlag 1991, 219f.) 
10 identisch geschnittener Plasmid-DNA und anschlieBender elek- 
trophoretischer Auftrennung erhalten weygen. Als Sonden di n- 
ten Subf ragmente dieser klonierten DNA aus den Transposon- 
Mutanten . 

15 

BEISPIEL 3 

Erstellen einer genomischen HK4-Genbank in Lambda-Phaaen 

Damit DNA in Lambda-Phagen verpackt werden kann, braucht sie 
20 eine GroBe von 40 - 52 kb und eine "cos-site". Zum Erstellen 
einer genomischen HK4-Genbank in Lambda-Phagen wurde der Cos- 
midvektor pVKlOO (Knauf und Nester, 1982, Plasmid 8, 45-54) 
verwendet, der 23 kb groB ist und somit die Klonierung von 
DNA-Fragmenten zwischen 17-29 kb gestattet. 

25 

pVKlOO wurde mit EcoRI verdaut, dephosphoryliert und mit HK4- 
DNA, die partiell mit EcoR I verdaut war, ligiert. Die ideale 
Eco RI -Konzentrat ion fiir den Partialverdau von HK4-DNA wurde 
ttber Testverdaus als 0,58 U//ig DNA bzw. 0,02 U//xl Reaktions- 

30 gemisch ermittelt, wobei 8 f 5 /ig HK4-DNA im Reaktionsgemisch 

eingesetzt wurden. Die DNA-Fragmente im GroBenbereich von gro- 
Ber als 17 kb wurden aus Agarose-Elektrophoresegelen isoliert. 
Die Ligation erfolgte in 10 jxl Volumina mit einem Gehalt an 
100 ng Cosmid-Vektor und 400 ng Passenger-DNA. AnschlieBend 

35 erfolgte "In vitro -Packaging" entsprechend dem Protokoll des 

Herstellers im Mix der Fa. Promega Biotec. innerhalb 2 Stunden 
bei 25°C. Nach Transfektion von E. coli S17-1 wurde auf die 
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Km-Resistenz des Cosmid-Vektors selektioniert. Ca. 5500 Kolo- 
nien (individuelle Klone) wurden mit einem Ansatz erhalten. 
Die Genbank-Kolonien wurden in 5 "batches" von je ca. 1000 
Klonen in Gefriermedium (Nutrient Yeast Broth, NYB, Oxoid und 
50% Glycerin) bei -70 °C aufbewahrt. Die Amplif izierung der 
Genbank erfolgte mit je 50 /il dieser batches in 10 ml NYB- 
Obernachtkultur und Portionierung. 

BEISPIEL 4 

Screening der HK4-Cosmid-Genbank. Identif izierung der bco- 
Gene-tragenden Cosmidklone liber Kolonienhvbridisierung. Dot- 
Blotting-Hvbridisierung oder direkte Komplementierung an HK- 
Mutanten 

Als Hybridisierungssonden konnten direkt die klonierten, Tn5- 
roarkierten DNA-Fragmente eingesetzt werden. 

Klone mit entsprechenden DNA-Sequenzen zeigten Hybridisie- 
rungssignale und fiihrten zur Komplementierung des jeweils 
defekten Gens in der HK4-Mutante. Kreuzhybridisierungen der 
DNA aus verschiedenen Mutanten belegten die "Clusterung" meh- 
rerer Gene des Butyrobetain-Stof fwechsels auf einem DNA-Frag- 
ment von 10,6 kb (Fig. 2). 

Die Kolonienhybridisierung wurde in iiblicher Weise (S. Bertram 
und H.G. Gassen, 1991, ibid, 221fo) durchgefUhrt . Dot-Blotting 
wurde ebenfalls in bekannter Weise (S. Bertram und H.G. Gas- 
sen, 1991, ibid, 217f.) durchgefuhrt. 



WIWJEh 5 

Komplementierung von HK-Mutanten 



Nach genauer Lokalisation der einzelnen Gene des Butyrobetain- 
Stoffwechsels unter Beriicksichtigung der molekualren GroBen 
aufgrund der identif izierten Peptidketten konnte eine Komple- 
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mentierung der einzelnen Mutanten durch die jeweilig n Gen- 
Abschnitte erzielt werden. 

Das jeweilige Expressionsplasmid pVKlOO : : HK-DNA wurde via 
Konjugation aus E. coli S17-1 in Rhizobium / Acrrobacterium sp. 
HK4-Stamme gemaB Beispiel 1, die Mutationen fiir unterschied- 
liche Stoffwechselschritte aufwiesen (siehe Fig. 1) , einge- 
bracht. Selektion erfolgte gegen die Prolin (E£2) -Auxotrophic 
des Donors und auf die Antibiotikaresistenz des Vektors (Km*Tc 
(Tetracyclin) R ) . 

BEISPIEL 6 

6.1 Klonieruna des bco-Fracrments aus Stamm HK1349 (DSM 39441 
und Abkommlinqe 

Zur Erzielung von Gendosis-Ef f ekten und Produktivitatssteige- 
rungen am Produktionsstamm wurde das bco-Operon aus HK 1349 
(DSM 3944, EP-A-0 543 344) kloniert. In diesem Stamm ist das 
gesamte bco -Operon komplett enthalten, jedoch ist das erste 
Gen, bco E, fiir die Carnitin-CoA-Dehydrogenase mutiert. Ein aus 
diesem Stamm erhaltenes DNA-Fragment mit dem bco-Operon ist 
somit ideal fiir Produktivitatssteigerungen aufgrund hoher 
Kopienzahlen der Express ionsvektoren. 

Die Klonierungen erfolgten in bekannter Weise in E. coli S17- 
1, entsprechend zu Beispiel 3 der EP-A-0 543 344. Hierzu wurde 
das 10,6 kb groBe bco -Operon aus einer HK1349-Genbank isoliert 
und in pVKlOO ligiert. Daraus resultierte Plasmid pVKlOOq 
(siehe Konstruktionsschema gemaB Fig. 6) . Selekioniert wurde 
in E. coli S17-1 auf NYB Km (25 Mg/ml) . Die Identif ikation des 
richtigen Inserts gelang gemaB der in Beispiel 5 beschriebenen 
Methode an HK-Mutanten. Eco RI geschnittene DNA von HK1349 
wurde elektrophoretisch aufgetrennt und die Fragmente im Gro- 
Benbereich von 10,6 kb wurden aus dem Gel isoliert. Die iso- 
leirten Fragmente wurden in EcoRI geschnittenen pVKlOO li- 
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giert. Mit diesem Hybridplasmid-Gemisch wurde E. coli S17-1 
(Prolin-Auxotroph) trans formiert und auf Nutrient Agar Km (25 
Mg/ml) selektioniert. Die Identif ikation des richtigen Hybrid- 
plasmid-Klons aus Vektor und dein das bco -Operon tragenden 10,6 
5 kb DNA-Fragment erfolgte iiber "patch-mating" auf einem Rasen 

einer Butyrobetain-CoA-Synthetase-negativen Mutante (HK4V4) 
auf Minimalmedium mit 0,2% (w/v) Butyrobetain als C- und N- 
Quelle. Der richtige Klon vermochte nach derartigem konjugati- 
ven Transfer in die Mutante die Zellen in der Verwertung die- 
10 ser OQuelle zu komplementieren. Der so identif izierte Klon 

pVKlOOq diente direkt als Produktionsplasmid oder als Reser- 
voir fur das DNA-Fragment mit dem bco-Operon ftir weitere Sub- 
klonierungen . 

15 

6.2 Konstruktion von PAZIOI, PAZ7 , pVKlOll und PVKlOOq. pLQ41 
und PAZ7 ; rbeu 

Die Konstruktion von pAZlOl, pAZ7, pVKlOll und pVKlOOq erfolg- 
20 te gemaB dem Konstruktionsschema von Fig. 6. Die Konstruktion 

von pL041 erfolgte ausgehend von pL032 (EP-A-0 543 344) durch 
Insertion der bco-Gene (10,6 kb groBes EcoRI/JScoRI-Fragraent) 
und die Konstruktion von Plasmid pAZ7::beu ausgehend von pAZ7 
(Fig. 6) durch Insertion der beu-Gene (3 kb groBes Pstl/Pstl- 
25 Fragment, EP-A-0 543 344). Die entsprechenden Restriktions- 

enzyme wurden mit 3-5 U/jzg DNA nach den Angaben der Herstel- 
ler eingesetzt. Plasmid pVKlOOq wurde durch Insertion der bco- 
Gene in pVKlOO (Knauf und Nester; ibid) erhalten. Das Aus- 
gangsplasmid pVKlOOsl (Konstruktionsschema Fig. 6) wurde durch 
30 EcoRI-Deletionsklonierungen von Plasmid pVKlOOs (EP-A-0 54 3 

344) erhalten. 
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BEISPIEL 7 

Einfiihrung einer recA-Mutation in HK1349.4 

5 7,1 Identif ikation des fur recA codierenden Genbank-Klons 

Mit Hilfe der Methode der Kolonienhybridisierung (S. Bertram 
und H.G. Gassen, 1991, ibid, 221f.) wurde die genomische HK4- 
Cosmid-Genbank auf recA-codierende Klone untersucht. Als Sonde 

10 zur Hybridisierung diente das klonierte recA-Gen aus Rhizobium 
leauminosarum (W. Selbitschka et al., Mol. Gen. Genet., 299 . 
1991, 86-95) . Der markierte Cosmidklon wurde isoliert, und 
die nach Eco RI -Verdau erhaltenen EcoRI-DNA-Insertf ragmente 
wurden mittels Southern Blot-Hybridisierung gegen die recA- 

15 Sonde (S. Bertram und H.G. Gassen, 1991, ibid, 219f.) auf 

recA-homologe Seguenzen untersucht. Das so markierte EcoRI - 
Fragment wurde in den gleichermaBen geschnittenen Vektor 
pVKlOO ligiert. Mit dem resultierenden Hybridplasmid pVKlOOrl 
wurden zur DNA-Vermehrung E. coli S17-1-Zellen transfc rmiert. 

20 

7.2. Einfiihrung eines Kanamvcin-Resistenzaens in HK1349.4 zur 
Inaktivieruna des chromosomalen recA-Gens 

25 Das 11,0 kb groBe EcoRI -Fragment wurde aus pVKlOOrl in 

pACYC184 (A.C.Y. Chang und S.N. Cohen, J. Bacteriol. , 134 . 
1978, 1141-1156), der mit EcoRI geschnitten war, umkloniert. 

Entsprechend der ermittelten Restriktionskarte wurde ein 
30 Bal ll- Nru l geschnittenes 3,1 kb groBes Subfragment, welches 

bei Southern Blot-Hybridisierung gegen die rec A-Sonde markiert 

wurde, in den Vektor pWS233, BamHI-fiindlll geschnitten, klo- 
*niert. pWS233 ist ein "gene replacement" Vektor und bei W. 

Selbitschka et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 3JL 1993, 
35 615 - 618, beschrieben. 
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In die Xho l-Schnittstelle des resultierenden Plasmids pCC45 
wurde ein Xho I-DNA-Fracnnent aus Tn5 (pSUP2021, R. Simon et 
al., Biotechnology, 1, 1983, ibid) einkloniert, welches fur 
Km-Resistenz codiert. Daraus resultierte pCC49. Analog dem 
5 Vorgehen von W. Selbitschka et al., 1993, ibid, wurde ein 
"gene replacement" auf folgende Weise durchgefiihrt : 

3 ml exponentieller HK1349. 4-Kultur wurden mit 1 ml exponen- 
tieller Donorkultur (S17-l/pCC49) zusammengegeben, zentrifu- 

10 giert und mit 0,9% NaCl-Losung gewaschen. Die Zellen wurden 

in 50 Ml NYB auf Nutrientagar Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. 
AnschlieBend wurden die in 0,9% NaCl-Losung resuspendierten 
Zellen in geeigneter Verdiinnung auf Selektivmedien aufge- 
bracht. Transkonjuganten des Sm-resistenten Rezipienten 

15 HK1349.4 wurden auf Nutrientagar mit Sm (1000 /xg/ml) und Nm 

(150 /ig/ml) erhalten und zeigten entsprechend den Genen sac RB 
auf dem "replacement" Vektor Sensitivitat gegenliber 5% Sac- 
charose im Komplexmedium. 

20 Doppelte Rekombinationen wurden nach Kultivierung der selek- 
tionierten Transkonjuganten ohne Selektionsdruck auf Nutrient- 
agar mit geringer Frequenz (10~ 8 ) erhalten: Nach ca. 1 Woche 
konnten Zellen isoliert werden, welche 5% Saccharose im Medium 
tolerierten, Nm-resistent geblieben waren, aber wieder Genta- 

25 mycin (Gm) -sensitiv (Vektormarker) geworden waren. 

Dieser Phanotyp bestatigt den allelen Markeraustausch und 
deutet auf eine recA -Mutation in HK1349.4, Der typische PhMno- 
typ (z.B. UV-Sensitivitat etc.) von rec A-Mutanten ist beob- 
30 achtbar. 

In dem auf diese Weise erhaltenen Staroro HK1349.49 ist die 
Tendenz der chromosomalen Integration von Plasmiden mit homo- 
logen Sequenzen (homologe Rekombination) deutlich herabge- 
35 setzt. Der Stamm ist daher ein gutgeeigneter Wirt fiir die in 

Beispiel 6.2 dargestellten Hybridplasmide . 
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BEISPIEL 8 
Biotransformation 

Die Biotransformation wrude in Schtittelkolben (100 ml) mit N- 
freiem Minimalmedium (MM; Kulla et al., Arch, Microbiol., 
1983, 135, S. 1-7) durchgefiihrt, enthaltend 0,2% (w/v) j-Buty- 
robetain (Edukt) und als C-Quelle 0,4% (w/v) Glycerin. Als N- 
und zusatzliche C-Quelle wurde 0,2% (w/v) L-Glutamat (bei in 
der Betainverwertung negativen StSmmen) Oder 0,2% (w/v) Betain 
zugegeben. 



15 



20 



25 



Als ProduktionsstSmme wurden die erf indungsgem&Ben Stamme 
HK1349.4/pL041, HK1349 . 4 /pVKlOll , HK1349 . 4/pAZ7 : :beu, 
HK1349.4/pAZ101, HK1349/pVK100q und HK1349/pAZ7 eingesetzt. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengef aBt im Vergleich 
zu den aus der EP-A-0 543 344 bekannten HK13-Abk6mmlingen 
HK1349 (DSM 3944) und HK1349.4. 

Die Bildung von L-Carnitin aus ^-Butyrobetain wurde nach der 
bei Bergmeyer beschriebenen DTNB (5-5 ' -Dithiobis- (2-nitroben- 
zoat)-Methode bestimmt (H.K. Bergmeyer, 1974, Methoden der 
enzymatischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim f 1810f.)- 



Stamme 


Medium MM & Glycerin 


spez.Aktivitat 






mmol/l/h/OD 


HK1349 (nicht erfindungsgemass) 


& Betain 


0,24 


HK1349/pVK lOOq 


& Betain 


0,36 


HK1349/pAZ7 


& Betain 


0,49 


HK1349 (nicht erfindungsgemass) 


& L-Glutamat 


0,14 


HK 1349.4 (nicht erfindungsgemass) 


& L-Glutamat 


0,11 


HK1349.4/pL041 


& L-Glutamat 


0,29 


HK1 349.4 (nicht erfindungsgemass) 


& Ammonium 


0,12 


HK1349.4/pVK1011 


& Betain 


0,54 


HK1349.4/pAZ7::beu 


& Betain 


0.47 


HK1349.4/pAZ101 


& Betain 


1.08 
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Anspriiche 

1. Isoliertes DNA-Fragment, uinfassend eines Oder mehrere der 
im ft -Butyrobetain/Crotonobetain-Stof f wechsel fiir die 
Enzyme der L-Carnitin-Biosynthese codierenden Gene bco C. 
bco A/B und bcoD. 

2. DNA-Fragment nach Anspruch 1, zusatzlich umfassend das 
im ft -Butyrobetain/Crotonobetain-Stof f wechsel f ilr ein 
potent ielles Transportprotein codierende Gen bcoT. 

3. DNA-Fragment nach irgendeinem der Anspriiche 1 und 2, 
worin sich die Gene bco C, bcoA/B, bcoD und gegebenenf alls 
bco T aus Mikroorganismen der Gattungen Escherichia . Pseu- 
domonas , Aarobacterium , Rhizobium und Aar oba ct er ium / Rh i - 
zobium ableiten. 

4. DNA-Fragment nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 3, 
worin die Gene operativ mit zur Expression erforderli- 
chen genet ischen Kontrollelementen verkntipft sind. 

5. DNA-Fragment nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 4, 
worin die Gene der L-Carnitin-Biosynthese in der Reihen- 
folge bco C, bco A/B und bco D Oder, gegebenenf alls, bco C. 
bcoA/B, bco D und bco T angeordnet sind und als eine ein- 
zige Transkriptionseinheit vorliegen, 

6. DNA-Fragment nach irgendeinem der Anspriiche 4 und 5, 
worin das genregulatorische Element den Promotor des 
natiir lichen bco-Operons, P bco # umfaBt. 
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7. DNA-Fragment nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 6, 
worin die Gene bco C, bcoA/B, bcoD und bcoT, allein oder 
gemeinsam, wie in der nachstehenden Restriktionskarte 
5 wiedergegeben gekennzeichnet sind: 



10 



15 



(Lin > 



X 

i 



JZ 
CL 
CO 



> 
Q. 



o 



I. I I I Ml 11 



J L 



o 



<8 



00 J? 



tOCD CO 



o 
o 

00 



I 

C O 

— a. to 



I 1 

CLj/> 

o 

— -L- 



3 



coRI 



JZ 

CL 

to 



20 J I J 

bcoC bcoA/B bcoD bco T 



25 



30 8, Vektor, enthaltend ein DNA-Fragment nach irgendeinem der 

Anspriiche 1 bis 7. 

9. Vektor nach Anspruch 8, nSmlich Plasmid pVKlOOq, wie 
hirvterlegt in Rhizobium / Aarobacterium HK 134 9 unter der 
35 Hinterlegungsnummer DSM 872 6 , Plasmid pVKlOll, Plasmid 

pAZ7, Plasmid pAZ7::beu, Plasmid pAZlOl und Plasmid 
pL041. 
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10. Mikroorganismus, enthaltend ein DNA-Fragment Oder einen 
Vektor nach irgendeinem der Anspriiche l bis 9. 

11. Mikroorganismus nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 
da8 seine FShigkeit zum Katabolismus von L-Carnitin ganz 
oder teilweise gehemmt ist. 

12. Mikroorganismus nach irgendeinem der Anspriiche 10 und 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB seine FShigkeit zur Rekom- 
bination beeintrachtigt ist. 

13. Mikroorganismus nach irgendeinem der Anspriiche 10 bis 12, 
ausgewahlt aus Mikroorganismen der Gattungen Escherichia r 
Pseudomonas . Aarobacterium . Rhizobium, Comamonas und 
Rhizobium / Aarobacterium . 

14. Mikroorganismus Rhizobium / Aarobacterium HK 1349, enthal- 
tend Plasmid pVKlOOq, wie hinterlegt unter der Hinter- 
legungsnummer DSM 8726, oder Plasmid pVKlOll, Plasmid 
pAZ7, Plasmid pAZ7::beu, Plasmid pAZlOl und Plasmid 
pL041, sowie von solchen Mikroorganismen abgeleitete 
genetische Varianten und Mutanten mit der Fahigkeit zur 
L-Carnit in-Biosynthese . 

15. Mikroorganismus Rh i z obium / Aar oba ct er i urn HK 1349.4, ent- 
haltend Plasmid pVKlOOq, Plasmid pVKlOll, Plasmid pAZ7, 
Plasmid pAZ7::beu, Plasmid pAZlOl oder Plasmid pL04l, 
sowie von solchen Mikroorganismen abgeleitete genetische 
Varianten und Mutanten mit der Fahigkeit zur L-Carnitin- 
Biosynthese. 
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16. Mikrooraanisrous Rhi2obium / Aarobacterium HK 1349.49, ent- 
haltend Plasmid pVKlOOq, Plasmid pVKlOll, Plasmid pAZ7, 
Plasmid pAZ7::beu, Plasmid pAZlOl oder Plasmid pL041, 
5 sowie von solchen Mikroorganismen abgeleitete genetische 

Varianten und Mutanten mit der Fahigkeit zur L-Carnitin- 
Biosynthese. 



17. Biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von L-Car- 
10 nitin, dadurch gekennzeichnet, dafi Crotonobetain und/oder 

^-Butyrobetain in Gegenwart einer geeigneten Kohlenstof f- 
und Stickstoffquelle mittels eines Mikroorganisrous nach 
irgendeinem der Ansprtiche 10 bis 16 fermentiert wird und 
L-Carnitin isoliert wird. 
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Fig. 4 
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